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RESUMEN 
El beneficio del oro a partir de minerales refractarios con alto contenido de pirita y 
arsenopirita, representa un grave problema por la baja recuperación de oro y la generación de 
contaminación por el proceso de cianuración; sin embargo, la utilización de microorganismos 
como Thiobacillus ferrooxidans para lixiviar este tipo de minerales como un pretratamiento previo 
al proceso de cianuración, incrementa la recuperación del metal y disminuye en casi 10 veces la 
concentración de cianuro. El objetivo de este trabajo íue el de aislar cepas -nativas de T. 
ferrooxidans y obtener clonas con una mayor resistencia a arsénico y con mayor actividad 
oxidativa de fierro para recuperar oro a partir de minerales con alto contenido de pirita y 
arsenopirita. De 29 cepas nativas y caracterizadas de T. ferrooxidans, seleccionamos una cepa 
denominada TI y ésta se sometió a presión selectiva con cantidades crecientes de Asili (0 a 2,000 
ppm de Asili), logrando obtener una cepa capaz de crecer en 1,800 ppm de Asili, denominada 
T18. Las cepas Ti y T18 fueron evaluadas en base a la velocidad de crecimiento en medio 9K 
suplementado con Peli y algunos iones metálicos. Con respecto al Fell se observó una mayor 
capacidad oxidativa para T18, siendo ésta de un 9%. Ambas cepas toleraron Cu, 100 ppm; Cd, 
200 ppm y Mo, 200 ppm, pero fueron inhibidas por Ag a 5 ppm. Sorprendentemente, solo la cepa 
T18 resistió Hg a 15 ppm. Ambas cepas fueron sometidas a un proceso de biolixiviación para 
recuperar oro a partir de un concentrado de pirita y arsenopirita con leyes de As, 2.1 %; Fe, 28.4 
% y Au, 9.8 g/t. El análisis mineralógico y químico del mineral demostró la presencia de pirita y 
arsenopirita y que la mayor cantidad de oro está asociada a arsenopirita. Aunque ambas cepas 
mostraron actividad metabolica en el proceso de biolixiviación, ésta fue mas alta con la cepa TI8, 
encontrándose un incremento del ion férrico y del arsénico total en solución, concomitantemente 
con una disminución del ion ferroso. La recuperación de oro con la cepa T18 se incrementó 1.7 y 
10 veces, con respecto a la cepa TI y al mineral no biolixiviado, respectivamente. Nuestros 
resultados, indican que una etapa previa de presión selectiva para la obtención de una cepa 
resistente a arsénico, con mayor capacidad oxidativa de Fell y la utilización de ésta en un proceso 
de biolixiviación, incrementan significativamente la recuperación de oro a partir minerales 
refractarios, en los cuales éste se encuentre asociado principalmente a nivel de cristales de 
arsenopirita 
ABSTRACT 
Gold recovery from refractory ores with high contents of pyrite and arsenopyrite, 
represents a biggest problem by the low gold recovery and the waste water caused by cyanide 
process; however, a pretreatment using microorganisms like Thiobacilhts ferrooxidans for 
leaching these minerals, before cyanide process, it increase the metal recovery and decrease about 
10-fold the use of cyanide. The goal of this work was to isolate native T. ferrooxidans strains from 
acid mine drainages and obtain high arsenic-resistance derivates for gold recovery from ores with 
high contents of pyrite and arsenopyrite. We be able to isolate 29 T. ferrooxidans strains, we 
selected one strain called T l . It was subjected to selective pressure increasing AsIII (from 0 to 
2,000 ppm of AsIII) concentrations. So, we obtained an strain with 1,800 ppm of AsIII resistance, 
and it was identified as T18. Tl y T18 strains were tested according with their growth rate in 9K 
medium supplemented with Fell and other metallic ions. The T18 strain displayed an increased 
oxidative action on Fell, being it 9%. Both strains resisted Cu, 100 ppm; Cd, 200 ppm and Mo, 
200 ppm, but Ag at 5 ppm cuased growth inhibition. Surprisingly, only T18 strain resisted Hg at 
15 ppm. Both strains were subjected to a bioleaching process for recovery of gold from a pyrite-
arsenopyrite concentrate with concentrations of As, 2.1 %; Fe, 28.4 % and Au, 9.8 g/t. Chemistry 
and mineralogical analysis of the mineral showed the pyrite and arsenopyrite presence and that the 
gold is associated mainly to a level of arsenopyrite. Notwithstanding, both strains displayed 
metabolic activity during bioleaching process, T18 strain had a better behavior, find an increasing 
of ferric iron and total arsenic in the liquor leaching, concomitantly with a ferrous iron decrease. 
Recovery of gold with T18 strain was increased about 1.7 and 10-fold, compared with Tl strain 
and non-bioleached ore, respectively. Our results, indicate that a previous step using selective 
pressure for obtain an arsenic-resistant strain and its use in a bioleaching process, significatively 
increased the gold recovery from refractory ores, where the gold is associated mainly to level of 
arsenopyrite lattice. 
INTRODUCCION 
El oro es uno de los metales preciosos de mayor importancia a nivel mundial por su amplia 
utilización en joyería e industria. A nivel industrial, una de las actividades de mayor demanda de 
oro es la electrónica, donde por sus características de ductilidad, resistencia a la corrosión y 
conductividad térmica y eléctrica, convierten al oro en el mejor de los materiales (Reese, 1994). 
Actualmente, la producción de oro a nivel industrial se ve afectada por el agotamiento de 
minerales que pueden beneficiarse por métodos metalúrgicos tradicionales. En la naturaleza, el oro 
se encuentra en una amplia variedad de minerales, tales como calaverita, telururos, rocas ígneas y 
sedimentarias, en combinación con minerales como cuarzo, plata (electrum) y diseminado o 
incluido en minerales de sulfuro y selenuros (Dana y Ford, 1984; Dud'a et al., 1989; Reese, 1994). 
Metalúrgicamente, el oro se encuentra presente en tres grandes categorías de minerales; con oro 
libre; metálicos; y refractarios, lo anterior trae como consecuencia muchas opciones de tratamiento 
y recuperación, desde métodos sencillos hasta métodos altamente sofisticados y rutas de obtención 
relativamente complejas (Henley, 1975). 
Los minerales con oro libre son aquellos en los cuales utilizando métodos metalúrgicos 
tradicionales, el metal puede ser liberado bajo una molienda adecuada, su recuperación es alta y 
los costos de operación son relativamente bajos . Los minerales metálicos contienen 
principalmente cobre (Cu), zinc (Zn), plomo (Pb), níquel (Ni) y cantidades considerables de oro 
(Au) y plata (Ag), y éstos pueden recuperarse, mediante procesos minero-metalúrgicos como la 
fundición y la refinación, en virtud de que todos tienen valor comercial. Los minerales refractarios 
son aquellos en los cuales el oro y la plata se encuentran finamente diseminados o incluidos, 
principalmente en cristales de pirita y arsenopirita, y el oro no puede ser beneficiado 
satisfactoriamente utilizando métodos metalúrgicos tradicionales (McPheat, el al., 1969; Addison, 
1980). 
Usualmente la recuperación de oro se realiza mediante un proceso de cianuración directa, 
utilizando cianuro de sodio (McArthur, et al., 1887), y normalmente requiere de 1 a 2 kg de 
cianuro por tonelada de mineral tratado (Habashi, 1967). Este proceso funciona adecuadamente en 
minerales no refractarios (cuarzo o silicoaluminatos principalmente), siempre y cuando no haya 
presencia de otros metales o metaloides que actúen como cianicidas, esto es, que reaccionen y 
compitan con los metales preciosos por el cianuro (Habashi, 1967, Pehlke, 1979), lo cual ocasiona 
bajas recuperaciones de oro y considerables consumos de cianuro, con el consiguiente incremento 
en los costos de beneficio y la dificultad para disponer de los residuos tóxicos. 
La recuperación del oro incluido en minerales refractarios, requiere de un pretratamiento 
para liberar el metal del mineral huésped, debido a que cuando se utilizan métodos para 
beneficiarlo como la gravimetría o la cianuración directa, las recuperaciones son usualmente bajas. 
Los pretratamientos mas utilizados para incrementar la recuperación son: 1) tostado, el cual 
remueve el arsénico y "abre" los minerales refractarios, haciéndolos susceptibles a la cianuración 
(Connel y Cross, 1981); 2) presión y temperaturas altas en autoclaves seguidas de cianuración 
(Berezowsky y Weir, 1983, Guinivire, 1984, Beattie y Raudsepp, 1985). Estos pretratamientos 
requieren de equipo altamente sofisticado y personal especializado para el manejo del mismo, así 
como minerales con leyes altas de oro, lo cual ocasiona limitaciones en su empleo (Marchant, 
1985). 
Una alternativa para disminuir los costos de pretratamiento, es la utilización de sistemas 
biológicos conocido como biolixiviación. En este proceso, los microorganismos oxidan el fierro y 
azufre de los minerales refractarios exponiendo el oro a la acción directa del cianuro (Lawrence y 
Bruynesteyn, 1983; Bosecker, 1997). 
Entre los microorganismos mas utilizados en la biolixiviación se encuentran miembros del 
género Thiobacillus, Sulfolobus y Acidiphilium (Kelly et ai, 1979; Norris y Parrot., 1986, Wiegel 
y Ljungdahl, 1986; Rawlings y Kusano, 1994). La biotecnología para la obtención de oro a partir 
de minerales refractarios se ha basado en Thiobacillus ferrooxidans (Baldi et al., 1992). T. 
ferrooxidans es una bacteria gram negativa, quimiolitoautotrófica acidófila, que obtiene su energía 
a partir de la oxidación del fierro ferroso, azufre y compuestos de azufre reducidos y que fija 
bióxido de carbono atmosférico, el cual utiliza como única fuente de carbono (Hutchins et al., 
1986; Kelly y Harrison, 1989). Sin embargo; el crecimiento de T. ferrooxidans, al igual que otros 
microorganismos, puede ser inhibido por la presencia de arsénico (As) y otros iones metálicos 
como Cd, Cu, Mo, Ag. Sb y Hg, presentes normalmente en minerales de pirita y arsenopirita y 
cuyas concentraciones particulares dependen de la ubicación geográfica y formación geológica del 
yacimiento de la cual se obtiene. Este hecho puede ser una limitante para el microorganismo 
durante el proceso de biolixiviación 
Las alternativas biotecnológicas de este proceso se han basado en dos grandes estrategias: 
1) aislamiento de cepas nativas adaptadas a las diversas zonas geológicas y 2) la modificación 
genética de T. ferrooxidans (Shiratori, 1991). En nuestro país, existen fundos mineros con alto 
contenido de oro en materiales refractarios, mismos que no han sido explotados adecuadamente. 
Por tal motivo, nos preguntamos; ¿el proceso de biolixiviación con cepas nativas incrementará la 
obtención de oro?, ¿la manipulación genética de alguna de las cepas nativas aumentará la 
biolixiviación?, ¿la obtención de cepas con alta resistencia a arsénico y con mayor actividad 
oxidativa de fierro, mejorará la recuperación de oro a partir de pirita y arsenopinta?. En base a 
esta preguntas, planteamos la siguiente hipótesis: 
Hipótesis: El proceso de biolixiviación para la recuperación de oro a partir de pirita y arsenopinta 
se podría incrementar, usando cepas nativas y modificadas de Thiobacilhts ferrooxidans con alta 
resistencia a arsénico y con mayor actividad oxidativa de Fell. 
Para demostrar nuestra hipótesis, nos hemos planteado los siguientes objetivos: 
Objetivo General: 
Incrementar los niveles de corrosión de los minerales refractarios para mejorar la obtención 
de oro, utilizando cepas de T. ferrooxidans con diferentes grados de resistencia a arsénico y con 
mayor actividad oxidativa de fierro ferroso. 
Objetivos particulares: 
1.- Aislamiento de cepas nativas de T. ferrooxidans a partir de diferentes aguas de mina. 
2.- Determinación de la resistencia natural a As, Mo, Cu, Cd, Hg y Ag. 
3.- Obtención de cepas con alta resistencia a arsénico. 
4.- Biolixiviación de minerales refractarios, a nivel de laboratorio, con cepas nativas y modificadas. 
ANTECEDENTES 
Durante siglos el oro ha sido utilizado en joyería y orfebrería; sin embargo en años 
recientes, se le han dado otros usos industriales, principalmente en la industria electrónica. Este 
hecho ha motivado una creciente demanda mundial de este metal, lo que ha provocado la 
sobreexplotación de la vetas susceptibles a tratamientos convencionales (Reese, 1994). La gran 
demanda de este metal ha ocasionado que la recuperación de oro se realice, cada vez con mayor 
frecuencia, a partir de minerales refractarios para los cuales los procesos tradicionales son menos 
rentables, requiriéndose de pretratamientos de tipo oxidativo que incrementan los costos de 
beneficio. 
Desde el punto de vista metalúrgico, el oro se encuentra presente en tres grandes 
categorías de minerales: con oro libre, metálicos y refractarios. Naturalmente, el oro se encuentra 
en una amplia variedad de minerales, tales como calaverita, telururos, rocas ígneas y 
sedimentarias, en combinación con minerales como plata (electrum), selenuros, y diseminado o 
incluido en minerales de cuarzo y silicoaluminatos, y en minerales de sulfuro (Dana y Ford, 1984; 
Reese, 1994). Lo anterior trae como consecuencia muchas opciones de tratamiento y 
recuperación, desde métodos sencillos hasta métodos altamente sofisticados y rutas de obtención 
relativamente complejas (Henley, 1975). 
Los minerales refractarios que contienen pirita y arsenopirita, requieren de un 
pretratamiento previo a la recuperación del metal. Los pretratamientos mas comunes son el 
tostado, oxidación por presión y biolixiviación. Los dos primeros involucran altos costos de 
operación e infraestructura especializada, además de consumo de combustibles provenientes del 
petróleo. 
Una comparación de los métodos de pretratamiento de minerales refractarios previos a la 
cianuración (Tabla 1), que comprenden a los factores más importantes operacionales y 
económicos para la recuperación de oro a nivel industrial, indican que la biolixiviación representa 
el pretratamiento mas viable. 
El proceso de biolixiviación es un evento natural que se ha aprovechado por décadas para 
la recuperación de metales (Brierley, 1982; Merson, 3992), principalmente cobre (Brierley, 1978), 
uranio (McCready y Gould, 1990) y oro (Livesey-Goldblatt et ai, 1983). Los procesos de 
lixiviaciones biológicas han sido evaluadas sobre diferentes tipos y minerales de diversas zonas 
geográficas. Literalmente, podría decirse que no existen dos minerales exactamente iguales; por tal 
motivo, cada depósito de mineral deberá ser evaluado previamente a la lixiviación ya que todos 
poseen diferencias cualitativas y cuantitativas en su composición mineralógica. 
Tabla 1. Comparación de pretratamientos de minerales refractarios. 
Factor de costos: Biológico Presión Tostado 
1.- Minerales con alta ley de oro (>5 g/ton) Si Sí Sí 
2. Oxidación selectiva de sulfuros Sí No No 
3. Datos históricos y diseños disponible Sí Sí Si 
4. Adecuado para concentrados con baja ley de sulfuros No Sí Sí 
5. Equipo minero de procesamiento convencional Sí No No 
6, Alto costo de matenimieato por uso de equipo No Sí Si 
7. Control de temperatura para los depósitos Sí Sí No 
8. Planta de vapor y/oxigeno requerida No Sí No 
9. Adecuado para minerales alcalinos o carbonatados No Sí Si 
10. Acido producido disponible para la venta No No Si 
11. Arsénico producido como As"5 Sí Sí No 
Adaptada de M a r c h a n t , 1985. 
La biolíxiviación es una oxidación biológica del azufre y fierro presentes en los minerales 
refractarios, calcopirita (CuFeS2), pirita (FeSz) y arsenopirita (AsFeS) principalmente, que resulta 
en la solubilización en el licor de lixiviación en el caso de cobre y uranio, y en la exposición del 
oro, contenidos en estos minerales. En el caso del oro, cuando no se emplea la biolíxiviación, el 
método convencional de beneficio involucra cianuración directa, en donde la recuperación del 
metal es pobre y alto el consumo de cianuro, lo cual provoca problemas para la disposición de los 
residuos tóxicos. 
Las operaciones de biolíxiviación a nivel industrial (Marchant, 1986a), se llevan a cabo 
utilizando consorcios de microorganismos altamente acidofílicos que pueden incluir, Thiobacillus 
ferrooxidans, Thiobacilíus ihiooxidans, Leptospirillum ferrooxidans y bacterias del género 
Acidiphilium (Harrison, 1984; Kelly, 1988), aunque se ha demostrado que T. ferrooxidans es el 
miembro mas activo en estos consorcios de bacterias mesofílicas (Rawlings y Kusano, 1994) 
Lo anterior confirma la importancia de conocer cual(es) son los microorganismos 
realmente involucrados en los procesos de lixiviación, lo que facilitaría el tener procesos mas 
controlados biológica y técnicamente a todos los niveles, desde el laboratorio hasta el tratamiento 
industrial. 
A temperaturas superiores a 45 °C, se han utilizado bacterias del género Sulfobaciilus 
(Norris, 1990), y en condiciones extremas de temperatura, mayores a 65°C, las archaebacterías 
termófilas que se han caracterizado en laboratorio son del género Sulfolobus y Ácidians, pero aún 
no se aplican a nivel industrial (Rawlings y Kusano, 1994). 
Las especies de Thiobacilíus son responsables de la solubilización y lixiviación de metales 
pesados y preciosos, como el oro, a partir de minerales de pirita y arsenopirita. Para su 
crecimiento utilizan CO2 atmosférico como fuente de carbono, obteniendo su energía a partir de la 
oxidación del Fe ferroso (Fell) a férrico (FelII), con producción de ácido sulfúrico y Feilt como 
subproductos de su metabolismo (Ingledew, 1982; MacFadden y Denend, 1972). 
El mecanismo que se ha propuesto (Ehrlich, 1964; Pinches, 1975; Karavaiko eí al, 1986) 
para la oxidación de la pirita y la arsenopirita con la subsecuente producción de ácido sulfúrico, 
fierro férrico y arsénico pentavalente, ocurre de acuerdo a las siguientes reacciones: 
Pirita: 
4FeS2 + 1402 + 4H20 4FeS04 + 4H2S04 
4FeS04 + 0 2 + 2H2SO4 2Fe2(S04)3 + 2H20 
FeS2 + Fe2(S04)3 3FeS04 + 2S° 
2S° + 2H20 + 3Cb 2H2S04 
Arsenopirita: 
4FeAsS + 1302 + 6H20 4H3As04 + 4FeS04 
4FeAsS + 1102 + 2H 2 0 - » 4HAs02 + 4FeSO< 
HAS02 + Fe r fSO^ + 2H 2 0 H3As04 + 2FeS04 + H 2S0 4 
2FeAsS + Fe2(SO<)3 + 4H 2 0 + 60 2 2H3As04 + 4FeS04 + H2SO4 
2H3As04 + Fez(S04)3 ->• 2FeAs04 + 3H2SO, 
Los requerimientos nutricionales de T. ferrooxidans, son bastante modestos, en ambientes 
naturales, aereación y agua ácida son suficientes para que crezca a expensas del fierro presente a i 
la pirita, arsenopirita y/o calcopirita; y puede aislarse con relativa facilidad a partir de drenajes 
ácidos de minas asociadas con minerales refractarios o depósitos carboníferos (Rawlings y 
Kusano, 1994). 
Una de las características mas importantes de las cepas nativas de T. ferrooxidans, es su 
resistencia inherente a altas concentraciones de iones metálicos (Torma, 1977; Touvinen et ai, 
1971) y su adaptabilidad en el laboratorio, a altas concentraciones de iones generalmente 
inhibitorios del crecimiento bacteriano (Holmes y U1 Haq, 1989). 
Numerosos trabajos de investigación han sido publicados y/o presentados en diferentes 
foros, los cuales muestran un incremento significante en la recuperación de oro, utilizando T. 
ferrooxidans, en una oxidación previa de los minerales refractarios seguida de una cianuración 
directa, haciendo énfasis también, en las velocidades prácticas de obtención y en lo económico del 
proceso (Lawrence y Bruynesteyn, 1983, Livesey-Goldblatt et ai, 1983, Lawrence y Gunn, 1985; 
Marchant, 1986a,b; Lawrence y Marchant, 1988; van Aswegen y Haines, 1988). 
El crecimiento de T. ferrooxidans sobre los minerales refractarios es facilitado por una 
estrecha interacción bacteria-mineral (Bennet y Tributsch, 1978) y usualmente se asume que la 
bacteria está íntimamente asociada con la superficie del mineral (Southam y Beveridge, 1992). Las 
proteínas responsables de la adhesión no son liberadas al medio, sino que están asociadas con la 
envoltura celular de ThiobaciUus (Harríson, 1984). Aún no se conoce el mecanismo de adhesión 
de T. fetrooxidans, y su papel de cómo aitera la superfìcie química del mineral, aparentemente, la 
adhesión depende de propiedades bioquímicas inherentes al microorganismo, así como de 
propiedades interfaciales que se presentan durante la bíolbciviación (Devasia et ai, 1993). 
Las propiedades de superfìcie que afectan la adhesión son la hidrofobicidad de la superficie 
celular y el potencial electrocinético (Van Loosdrecht et ai, 1987; Van Loosdrecht et al., 1990). 
T. ferrooxidans tiene preferencia para adherirse a minerales tales como la pirita (FeSi) y la 
arsenopirita (AsFeS); la acumulación de Fe férrico inhibe esta adhesión, no así la presencia de Fell 
(Ohmura et ai, 1993). 
Monroy y colaboradores (1995), han demostrado mediante estudios de microscopía 
electrónica que T. ferrooxidans, abre "poros de corrosión" a través de la superficie expuesta del 
mineral hacia el interior del mismo, lo cual permite suponer que de esta manera alguna cantidad de 
oro es liberado y el resto, que no alcanza a liberarse, está lo suficientemente expuesto para ser 
lixiviado por el cianuro, obteniendo incrementos sustanciales en la recuperación del oro. 
En la naturaleza, existe un grupo de iones que ejerce un efecto tóxico sobre el crecimiento 
de los microorganismos, entre ellos se encuentran el arsénico, el cadmio, el mercurio, el 
antimonio, el cromo, la plata y otros. Por lo general, los minerales de pirita y arsenopirita pueden 
contener, a nivel traza o de ppm, este tipo de iones, en proporciones variables, dependiendo de la 
ubicación geogràfica del yacimiento. La presencia de metales pesados en el ambiente ejerce un 
efecto inhibitorio sobre la mayoría de los microorganismos, pero por otro lado, puede seleccionar 
variantes naturales resistentes al efecto tóxico del ion metáJico. 
En )a literatura existen reportes sobre la caracterización de los genes bacterianos y 
mecanismos responsables que confieren resistencia para algunos metales pesados, entre los cuales 
destacan el Cromo (Cervantes y Ohtake, 1988; Cervantes y Vaca, 1991 ; Ishibashi et al, 1990, Nies 
et al, 1990; Ohtake et ai, 1987), el Cobre (Cha y Cooksey, 1991, Venkateswerlu et ai, 1989); el 
Cadmio (Nucifora et al, 1989; Silver, 1991); el Molibdeno (Sugio etai, 1988); ia Plata (Goddard 
y Bull, 1989; Goddard y Bull, 1989a; Haefel et al., 1984); el Antimonio (Cervantes y Chávez, 
1992, Kaur y Rosen, 1992); así como el Arsénico y el Mercurio; todos estos iones pueden estar 
presentes en los minerales refractarios como la pirita y la arsenopirita a nivel traza o de partes por 
millón (ppm) (Dana y Ford, 1984); por lo cual deben ser tomados en cuenta al momento de utilizar 
a T. ferrooxidans en el proceso de biolixiviación. 
Para el caso particular del mercurio, en T. ferrooxidans se ha caracterizado 
molecularmente un operón denominado mer, que confiere resistencia a este metal, este operón se 
localiza a nivel cromosomal y ha sido clonado y determinada la secuencia nucleotidica en su 
totalidad (Inoue et al, 1989: Inoue ei al., 1990; Shiratori el al., 1989). 
La resistencia al arsénico se debe principalmente a la presencia de genes localizados en 
plásmídos encontrados en bacterias Gram positivas y Gram negativas, tanto de origen clínico 
como natural. El espectro de resistencia conferido por plásmidos incluye a los iones arseniato, 
arsenito y antimonio (Silver et al., 1981). En E. coli y S. aureus, la resistencia está determinada 
por un grupo de genes asociados con un operón denominado ars, cuyo funcionamiento es 
inducido por cualesquiera de los iones anteriores (Silver y Misra, 1988). El arseniato es tóxico 
para las bacterias porque actúa como un análogo de fosfatos; es canalizado por el sistema de 
transporte de la bacteria e interfiere intracelularmente con la formación de intermediarios 
fosforilados (Willsky y Malamy, 1981); o sea, la toxicidad por arseniato es funcionalmente 
equivalente al ayuno de fosfatos. El arsenito es aun considerablemente mas tóxico que el arseniato, 
ya que reacciona con los grupos sulfhidrilo de las proteínas inactivando una gran cantidad de 
enzimas de diferentes rutas metabólicas (Knowles y Benson, 1983). 
Con respecto a uno de los iones mas importantes para el presente trabajo, en E. coli se 
han reportado la identificación y caracterización de un grupo de genes que confieren resistencia al 
arsénico, dichos genes forman parte del operón ars, localizado en el plásmido conjugatívo R773 
(Hedges y Baumberg, 1973). Por hibridación con sondas específicas, se ha mostrado que el 
determinante genético está ampliamente distribuido en bacterias Gram negativas (Mobley et al., 
1983). A partir del plásmido R773, se ha subclonado un fragmento Hinálll de 4.3 kpb que 
contiene la mayoría de los genes del operón ars, este fragmento ha sido secuenciado. El análisis de 
la secuencia nucleotidica, indica 3 marcos abiertos de lectura para los genes arsK arsB y arsC. El 
gen arsA, se encuentra en la región 5' terminal del fragmento y comprende aproximadamente 1.8 
kpb, el gen ¿jrsB se encuentra en la región intermedia (1.5 kpb) y el gen arsC (l 0 kpb) se localiza 
en la región 3' terminal (Chen et al., 1986a). También se ha identificado otro gen que forma parte 
del operón ars, denominado arsR, y se localiza en el extremo 5' del operón (San Francisco et al., 
1990). El operón ars se transcribe formando un solo RNAm de 4,400 nucleótidos (Owolabi y 
Rosen, 1990). 
Las proteínas ArsA y ArsC se encuentran asociadas a la membrana celular formando una 
bomba de iones; ArsA es una proteína hidrofílica de 63.169 kDa con actividad de ATPasa (Rosen 
et ai, 1988), y comprende la subunidad catalítica que genera la energía para expulsar de la célula 
al ion tóxico a través del canal iónico; ArsB es una proteína hidrofóbica de 45.577 kDa, y 
corresponde a la subunidad que conduce los aniones, se localiza en la membrana interna y también 
sirve de anclaje para ArsA (Chen et al., 1986a); ArsC es una proteína hidrofílica de 15.811 kDa y 
funciona como reguladora del operón (Rosen et al., 1991); y por último, ArsR es una proteína 
represora que regula la expresión del operón ars (Wu y Rosen, 1991). Los productos de los genes 
ars A. y orsB son suficientes para la resistencia a arsenito, el gen arsC se requiere para la 
resistencia a arseniato (Chen etal., 1985). 
Otro mecanismo de resistencia a arsenito, no conferido por plásmidos, se encontró en 
bacterias del tipo Alcaligenest y consiste en la oxidación del arsenito (AsIII), a la forma menos 
tóxica de arseniato (AsV) (Williams y Silver, 1984), no se conoce si en T. ferrooxidans se 
presenta un mecanismo similar. 
Como puede observarse, el conocimiento actual sobre los mecanismos de resistencia de T. 
ferrooxidans a metales pesados, es aún limitado por lo que se vuelve indispensable estudiar estos 
eventos, así como los mecanismos involucrados en los procesos de replicación. transcripción y 
traducción, para tener la capacidad de producir cepas mejoradas y ejercer un mayor control en los 
procesos a nivel industrial. 
MATERIALES Y METODOS 
I. Obtención de agua de mina y enriquecimiento bacteriano. El agua de mina conteniendo las 
muestras biológicas, provino de 3 fundos mineros domésticos, "Nochebuena" (Saltillo, Coah.), 
"Los Halcones" (Parral, Chih.) y Minera "Cananea" (Cananea, Son ), constituidos por minerales 
de pirita, arsenopirita y calcopirita. Las muestras se recolectaron en frascos estériles de 100 mi. 
Una alicuota de 10 mi fue transferida a un matraz de 2S0 mi conteniendo 90 mi de medio líquido 
9K suplementado con FeS04-7H20 (Silverman y Lundgren, 1959), ajustando el pH= 3.0 con 
H2SO4. Las muestras se incubaron a 30°C en agitación constante (175 rpm) en una incubadora con 
agitación (New Brunswick Innova 4000). 
EL Aislamiento de cepas de T. ferrooxidans. A partir del cultivo de pre-enriquecimiento, se 
tomó una alícuota de 50 pl y se distribuyó homogéneamente sobre cajas de Petri, conteniendo 
diferentes medios selectivos (Harrison, 1989; Kelly y Harrison 1989) para la identificación de 
cepas de T. ferrooxidans y de otro tipo de microorganismos presentes en estos consorcios. Las 
cepas puras de T. ferrooxidans fueron crecidas en medio líquido 9K suplementado con sulfato 
ferroso, para su caracterización posterior, y unas alícuotas fueron almacenadas en presencia de 
glicerol al 50% en un congelador REVCO a -70°C. 
n . Obtención de cepas de ThiobacíUus ferrooxidans resistentes al arsénico. Aguas de mina 
provenientes de depósitos de minerales refractarios de pirita y arsenopirita y calcopirita fueron 
inoculadas en medio líquido 9K conteniendo sales básicas como se describe a continuación: (g/L) 
(NH4)2S04, 3.0, K2HP04 , 0.5; MgS04, 0.5; KC1, 0.1 y Ca(N03)2, 0.01, suplementado con 
FeS04*7H20 a una concentración final de 40 g/L de acuerdo al método descrito por Silverman y 
Lundgren (1959) La identificación de Thiobacillus ferrooxidans se hizo de acuerdo al Manual de 
Bergey (1989): La identificación de colonias en medio sólido se hizo usando el método descrito 
por Shiratori, et al., (1989), modificando el uso de sílica coloidal por agar-agar como base sólida. 
Se picaron colonias y se resembraron en medio líquido, para tener cepas aisladas. 
Ei método utilizado para obtener cepas resistentes al arsénico, fue una presión selectiva, en 
la cual se añadieron a cultivos bacterianos en medios líquidos 9K, cantidades crecientes de AsIIl 
como m-arsenito de sodio (m-NaAs02), en etapas sucesivas de 200 en 200 ppm, hasta lograr tener 
crecimiento de bacterias a la concentración mayor de 1,800 ppm. 
III. Caracterización de resistencia a otros metales pesados Las cepas de T. ferrooxidans se 
caracterizaron en su resistencia a otros iones inhibitorios del crecimiento bacteriano como cobre, 
mercurio, cadmio, molibdeno y plata. Para llevar a cabo esta prueba, se preparó medio liquido 9K 
adicionado con FeSOí, y se añadieron sales de cada elemento a diferentes concentraciones para 
establecer las condiciones de crecimiento de acuerdo a su resistencia para cada uno de ellos por 
separado, las sales añadidas fueron CuS04-5H20, HgCl2, CdCl2, Na2Mo04-2H20 y AgNOj, en el 
caso de la plata, se omitió el KC1 en el medio de cultivo, y el crecimiento en cada caso fue 
registrado. 
IV. Preparación y análisis del concentrado de pirita y arsenopiríta. Una muestra de mineral 
de pirita y arsenopiríta de aproximadamente 50 kg fue homogeneizada utilizando el método de 
cuarteo hasta llegar a una muestra representativa de aproximadamente 10 kg. Posteriormente se 
secó a 70 °C, se volvió a homogeneizar utilizando un muestreador automático Sepor Precisión 
Sampler y se pulverizó en un Disc/Plate Pulverizer Bico-Braun. Se prepararon porciones de 500 g 
cada una y se hicieron análisis de cribas; después se determinaron los porcentajes y leyes de los 
principales elementos presentes. La determinación de la ley de oro se llevó a cabo por medio del 
ensaye por fuego; el plomo por complejometria con EDTA; el arsénico, el cobre, el zinc, el 
manganeso, el antimonio y el cadmio por absorción atómica; y el mercurio por generador de 
hidruros en un equipo de absorción atómica Perkin-Elmer Mod. 3110; el fierro por 
dicromatometría; y el azufre por gravimetría precipitando como sulfato de bario. Para la 
identificación de la pirita y la arsenopiríta se tomó una muestra ya homogeneizada y se analizó 
cualitativamente por difracción de rayos X utilizando un Difractómetro de Rayos X PHILIPS 
X'PERT con monocromador secundario. 
IV. Lixiviación del concentrado de pirita y arsenopirita. Los concentrados de pirita y 
arsenopirita (-400 mallas al 50 % aproximadamente), fueron lixiviados en matraces Erlenmeyer de 
1,000 mJ, con una relación de 10% peso a volumen, 250 mi de agua, inoculándose al 10% con 
células metabólicamente activas (107 células, mr1). El número de células en la mezcla fue 
determinado utilizando una cámara Petroff-Hausser en un microscopio de contraste de fases Zeiss 
con objetivo lOOx. Un matraz sin inoculo fue utilizado como control estéril. El pH inicial para 
todos los matraces fue de 2.3, y se midió como es usual. Los matraces se incubaron a 30°C y 
agitación constante de 175 rpm (New Brunswick modelo 4000). Después de un breve periodo de 
equilibrio -2 horas- una muestra inicia] de 5 mi fue tomada, se sedimentó por centrifugación y se 
analizó para fierro total, ion férrico, ion ferroso, arsénico total y pH, como se describe en una 
próxima sección. Las cinéticas de lixiviación se continuaron con un muestreo periódico cada 24 
horas durante 21 días. 
V. Determinación de arsénico total y oxidación de fierro. Para determinar los niveles de 
arsénico total y fierro total, un muestreo periódico de los licores lixiviados y no lixiviados se llevó 
a cabo; 3 mi de cada licor se disolvieron en 3 mi de HC13N, y se analizaron por absorción atómica 
de flama en un equipo Perkin-Elmer Mod. 3110. Para analizar Fell, 1 mi de licor se disolvió en 5 
mi de H2SO4 1.1, llevándose a un volumen final de 80 mi con agua destilada y se tituló con una 
solución de KMn04 5 .0 mM. El FelII, se determinó adicionando 1 mi de licor a 1 mi de HCI 6N, 1 
mi de acetato de sodio trihidratado al 50 %, completando hasta un volumen de 80 mi con agua 
destilada, y calentando a 70 °C, posteriormente se tituló con una solución de ácido ascórbico 
disuelta en EDTA-2Na 0.01N a una concentración final de 0.01N, usando "Bindschedler's green 
leuco base" como indicador Las determinaciones de pH se hicieron de manera rutinaria. 
VI. Proceso de cianuración. Después del proceso de biolixiviación, cada mineral fue filtrado, 
para remover el fierro y el arsénico presentes en el licor de lixiviación, lavado y secado a 60 °C. 
Diez gramos se diluyeron con 150 mi de una solución de NaCN al 0.5 %, con un pH final de 10.5 
ajustado con una solución de NaOH, (modificado de Habashi, 1967), durante 16 h a 175 rpm, 
siguiendo el mismo procedimiento para el mineral no biolixiviado que se utilizó como control. 
En todos los casos, el oro solubilizado se determinó por absorción atómica de flama en un 
espectrofotómetro Perkin-Elmer Modelo 3110. Para confirmar la recuperación de oro, el metal no 
solubilizado de cada residuo se analizó utilizando el método de ensaye por fuego. 
RESULTADOS Y DISCUSION 
Obtención de agua de mina y enriquecimiento bacteriano. Para la obtención de muestras 
biológicas, se seleccionaron tres minas domésticas del norte del país, con yacimientos de minerales 
refractarios en los cuales se beneficiaban principalmente oro, plata, plomo y cobre, utilizando los 
métodos metalúrgicos tradicionales de recuperación, y cuyas leyes de metales de interés industrial, 
les permitía un costo beneficio aceptable, pero en algunas de ellas los rendimientos eran pobres. 
Las principales características de los sitios de donde se tomaron las muestras de agua para 
el aislamiento de microorganismos nativos se enlistan en la Tabla 2. Estos resultados indican que 
la distribución de T. ferrooxidans, es mayor que la de otros microorganismos. En este estudio no 
encontramos otros microorganismos como Thiobacillus thiooxidans y Acidiphilium sp., en 
minerales que contenían plata. Además, aun y cuando el pH óptimo para eJ crecimiento de T. 
ferrooxidans en medio sintético es menor de 3.0, nuestro hallazgo indica que el pH de los sitios de 
muestreo no es una limitante para la presencia y aislamiento de este tipo de microorganismos. La 
presencia de T. ferrooxidans en minerales en sitios donde el pH es mayor al óptimo, podría 
explicarse, debido a la presencia de minerales como la calcita (CaCCh) y algunas de sus isoformas 
cristalinas, que podrían neutralizar el ácido sulfúrico. 
Tabla 2. Obtención y caracterización de las muestras. 
Mina Minerales Producción8 Muestras T.f T.t Ac. pHb T c 
Nochebuena 
Saltillo, Coah. 
Pirita y 
Arsenopirita 
Au y Ag 14 + 6 33 
Cananea 
Cananea, Son. 
Calcopirita Cobre 7 + -t- + 5 35 
Los Halcones 
Parral, Chih. 
Pirita Pb y Ag 8 + 2 37 
Clave: + - presencia de microorgaiújmos; - = ausencia de microorganismos; T.f. • T. ferrooxidans-, T.L • T. thiooridnrtrj Ac. • 
Addiphilium sp.; a = jnplaJ beneficiado; b = valor promedio del grado de acidez de las muestras de agua; c = temperatura del agva et> 
grados Celcius al momento del muestreo. 
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Aislamiento y obtención de cepas nativas de T. ferrooxidans. Aunque muchos de los procesos 
de biolixiviación se llevan a cabo utilizando consorcios bacterianos, existe la posibilidad de que 
uno solo de los microorganismos sea el responsable de la mayor actividad oxidativa, y que la 
presencia del resto pueda disminuir su capacidad. Esto hace importante el identificar cual o cuales 
son realmente los microorganismos involucrados en el proceso de lixiviación. Debido a lo 
anterior, en este trabajo nosotros procedimos al aislamiento e identificación de los 
microorganismos presentes en los tres yacimientos, utilizando medios de cultivo sólidos para tener 
cepas aisladas de T. ferrooxidans y otras, para posteriormente determinar sus actividades 
oxidativas de manera independiente. En la Tabla 3 se muestran los medios selectivos utilizados 
para la identificación de las bacterias nativas. 
Tabla 3. Medios selectivos utilizados para el aislamiento de microorganismos nativos. 
Thiobacillus ferrooxidans Thiobacillus thioaxidans1 Acidiphilium sp2 
Medio 9K Medio 9K Medio 9K 
Sol. saturada de FeSO* sol. 5%Na2S406-2H20 Glucosa al 1% 
agar-agar al 2% Goma gellan al 0.8% Extracto de levadura al 0.01% 
agar-agar al 2% 
1 Kellv y Harrison, 1989; 2 Harrison, 1989. 
Aislamiento y caracterización de una cepa nativa y una cepa resistente al arsénico de T. 
ferrooxidans. Logramos aislar 29 cepas independientes de T. ferrooxidans derivadas de tres minas 
diferentes. De un total de 10 cepas nativas analizadas en su resistencia al arsénico, 3 fueron 
sensibles a 50 ppm, y 7 toleraron hasta 200 ppm. Aunque las cepas de T. ferrooxidans fueron 
aisladas del drenaje ácido de minas conteniendo depósitos de minerales de pirita, arsenopirita y 
calcopirita, principalmente, fue interesante encontrar, que en las condiciones probadas en nuestro 
laboratorio, 30% de ellas fueron incapaces de crecer a concentraciones mayores de 50 ppm de 
arsénico. Nosotros no encontramos ningún microorganismo nativo capaz de crecer a 
concentraciones mayores a 200 ppm. De las 7 tolerantes a 200 ppm seleccionamos una, y 
denominamos TI. La cepa TI se sometió a presión selectiva usando cantidades crecientes de 
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AsIII, logramos seleccionar cepas resistentes aún a concentraciones de 1,800 ppm, la cual 
denominamos T18. Las cepas TI y T18 fueron caracterizaron con mayor detalle, y se utilizaron a 
lo largo del presente trabajo. 
Una de las principales características de T. ferrooxidans, que lo hacen el microorganismo 
mas factible para ser utilizado en la oxidación biológica de minerales de fierro y azufre, para 
recuperar metales de interés económico, es su capacidad para oxidar selectivamente al Fell 
presente en los minerales refractarios del tipo de la pirita y la arsenopirita, y cuya acción otros 
microorganismos como T. thiooxidans y Acidiphilium sp. son incapaces de realizar. 
El primer parámetro para analizar la actividad biológica y oxidativa de las cepas nativa y 
mejorada, fue determinar las velocidades de oxidación de FeIJ a FelII en medios de cultivo 
liquidos sintéticos, y en base a esta actividad metabólica, determinar los tiempos de duplicación. 
Como se puede observar en la Figura 1, los valores de oxidación de Fell a FelII en ambas cepas 
muestra un comportamiento típico de crecimiento bacteriano, observándose con claridad la fase de 
latencia, la exponencial y la estacionaria. Los tiempos de duplicación que se obtuvieron, fueron de 
12 h para la cepa nativa TI, un tiempo muy grande para una bacteria típica, pero que es 
característico de una bacteria quimiolitotrófica como T. ferrooxidans-, para la cepa mejorada T18 
los valores fueron semejantes. También se puede observar que la presencia del Fell es el nutriente 
fundamental que determina el crecimiento bacteriano, y que cuando este se agota, debido a la 
acción oxidativa de los microorganismos, el cultivo entra en fase estacionaria. 
En la literatura se ha reportado que el fierro férrico en solución es un ion inhibitorio de la 
adsorción de T. ferrooxidans al mineral, nuestros resultados indican que el elemento fundamental 
para el crecimiento de Thiobacillus es el ion ferroso, y por lo menos a las concentraciones del ion 
férrico que se obtuvieron en este experimento, no se observó un efecto inhibitorio sobre el 
crecimiento bacteriano. De haberse presentado este efecto, podríamos esperar que la velocidad de 
crecimiento tendiera a disminuir conforme se incrementaba el ion férrico en solución; sin embargo 
nuestros resultados fueron claros, la velocidad del crecimiento exponencial es constante, 
independientemente de las concentraciones de fierro, y únicamente se detiene al agotarse el ion 
ferroso. 
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Figura 1. Cinéticas de oxidación del ion ferroso al ion férrico, y crecimiento de las cepas 
nativas y mejoradas de T. ferrcoxidans. 
Otro aspecto relevante de los tiempos de duplicación determinados por la actividad 
oxidativa, es la importancia que a nivel práctico este tipo de análisis puede tener, ya que en 
pruebas de campo y/o de aplicaciones a nivel industrial, el personal de la planta minera ya está 
familiarizado con este tipo de determinaciones y de hecho cuentan con la infraestructura básica 
para realizarlo, resultando un método mas sencillo y representativo del número de 
microorganismos presentes, sin necesidad de recurrir al conteo de células por observación directa 
a) microscopio o en medios de cultivo sólidos (unidades formadoras de colonias, UFC). 
Uno de los elementos importantes para el crecimiento de T. ferrooxidans, además del ion 
ferroso, es el efecto que puedan ejercer algunos metales pesados, que si bien su presencia se puede 
controlar en medios de cultivos sintéticos, en procesos de biolixiviación, su presencia y 
concentraciones van a depender del tipo y origen del mineral que vaya a ser procesado. Para 
cualquier microorganismo que se pretenda utilizar en procesos de biolixiviación. un requisito muy 
importante es el que se conozca y se tenga bien caracterizada la resistencia a otros metales que 
normalmente están asociados a cualquier mineral. Para determinar los patrones de resistencia a 
metales pesados de las cepas TI y TI8, se procedió a determinar su capacidad de crecer en medios 
sintéticos líquidos que contenían de manera independiente, diferentes concentraciones de varios 
metales. Las concentraciones utilizadas de cada metal, se basaron en las concentraciones de estos 
elementos en el mineral a estudiar y los niveles esperados de éstos, en el caso de que ocurriera una 
solubilización total por efecto del proceso de biolixiviación, así como por el factor de dilución 
empleado. Los patrones de resistencia, indican que ambas cepas tienen la capacidad natural de 
sobrevivir y adaptarse a concentraciones considerables de metales pesados. Ambas cepas fueron 
capaces de crecer en presencia de 100 ppm de Cu, y 200 ppm para Cd y Mo, y en presencia de 
metales altamente tóxicos como Ag y Hg a <5 ppm (Tabla 4). Un resultado interesante y que no 
esperábamos, es que la cepas TI 8, fue capaz de resistir 15 ppm de Hg, el cual es extremadamente 
tóxico, y sin embargo TI , fue incapaz de crecer a esta concentración. A la fecha no contamos con 
una explicación del cómo o porqué la presión selectiva para arsénico, alteró específicamente la 
resistencia a Hg, y no para los otros metales probados. En la naturaleza es común el encontrar 
minerales en los cuales las concentraciones totales de metales pesados como los aquí analizados, 
excedan las cantidades en tas cuales reportamos crecimientos bacterianos. Es importante 
mencionar, que los únicos iones que pueden inhibir la actividad metabòlica bacteriana, son los que 
se encuentran en forma soluble (tal como se usaron en este estudio) y/o que interaccionan 
directamente con los microorganismos, y la cantidad de iones en minerales con estas 
características, está por debajo de los valores máximos en los cuales observamos crecimiento con 
ambas cepas de Thiobacillus. 
Análisis químico del concentrado refractario. La recuperación de oro en un proceso de 
biolixiviación, depende básicamente de la interacción óptima entre el mineral y el microorganismo 
(Bennet y Tributsch, 1978). Debido a este hecho, es importante determinar, además del contenido 
de oro y el tipo específico de mineral que se usará, su contenido de metales pesados, así como la 
distribución en cribas (tamaño de partícula) de los principales elementos involucrados en el 
crecimiento bacteriano. 
Tabla 4. Patrones de resistencia bacteriana a metales pesados 
Ión TI T18 
Arsénico 200 1,800 
Cobre 100 100 
Mercurio <15 15 
Cadmio 200 200 
Molibdeno 200 200 
Plata <5 <5 
a » Las concentración« «stáii expre**4*s «i ppm y toa iqwfa en Ias caak> lo* •tawrgubniM mo aun capaces d< tuttf. 
El análisis cualitativo por difracción de rayos X de "la cabeza" del concentrado utilizado en 
este estudio, demuestra la presencia de los picos primarios, secundarios, terciarios, etc., 
correspondientes a la pirita y a la arsenopirita, como las principales formas cristalinas de este 
mineral, así como la presencia en proporciones menores de otros tipos de minerales, entre los 
cuales podemos mencionar cuarzo, sílica, kehoeita, esfalerita, wurtzita, cristobalita, cloruro de 
cesio-plomo-antimonio, zirconio, kutnohorita, estanoidita, silicatos de sodio y aluminio, yterbio, 
rubidio, neodimio, iangbeinita y algunos otros (Fig. 2). 
Los resultados de la caracterización del mineral de pirita y arsenopirita por difracción de 
rayos X, fueron confirmados medíante el análisis cuantitativo de fierro, azufre, arsénico y otros 
elementos presentes, asi como por su distribución porcentual de acuerdo al tamaño de partícula, 
mediante un análisis de cribas (Tablas 5 y 6). Adicíonalmente, también se determinaron las 
concentraciones de otros elementos presentes a nivel traza, y que son potencialmente inhibitorios 
del crecimiento de microorganismos; estos fueron: Sb, 0.02%; Cd, 0.03% y Hg, 0.0009%. El 
porcentaje de azufre fue de 32.5%. 
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Figura 2. Identificación por difracción de rayos X del concentrado refractario utilizado en este estudio, 
donde se muestran los picos primarios, secundarios, terciarios y otros. Pirita (lineas moradas) y 
arsenopirita (líneas verdes), el eje de las "y" muestra el porcentaje relativo de cada mineral. 
Tabla 5. Anál is is cuantitativo de cribas y de cabeza del mineral utilizado en este estudio de 
los principales elementos presentes. 
Peso acumulativo 
Malla Peso g % + - Au g/t Pb % Cu % Z* % Fe % As% Mn */o 
+65 3.44 0.83 0.83 99.17 3.4 0.78 0.06 0.78 19.2 1 3 0.40 
MOO 17.76 4.27 5.10 94.90 5.8 0.43 0.03 0.81 38.2 1 9 0.40 
+150 78.64 18.91 24.01 75.99 7.0 0.34 0.04 0.37 41.1 1.1 o.oi 
+200 2.24 0.54 24.55 75.46 6.7 0.18 0.04 0.28 41.2 1.0 0.01 
+250 91.23 21.94 46.48 53.52 9.4 0.20 0.02 0.18 42.5 1.5 0.01 
+400 20.75 4.99 51.47 48.53 9.2 0.25 0.03 0.20 40.0 1 5 0.01 
-400 201.83 48.53 100.00 0.00 16.9 0.16 0.07 0.27 23.3 3.1 0.00 
Cabeza calculada 12.36 0.22 0.05 0.29 32.41 2.21 0.01 
Cabeza analizada 9.80 0.94 0.04 0.73 28.40 2.10 0.03 
Tabla 6. Distribución porcentual de los principales elementos presentes en el mineral de 
acuerdo al tamaño de partícula. 
Tamaño partícula en Jim Au Pb Cu Zn Fe As Mn 
2J2 0.23 2.95 1.00 2.20 0.49 0.49 48.27 
212 a 150 2.00 0.41 2.59 11.81 5.03 3.67 50.13 
150 a 106 10.71 26.84 15.31 23.88 23.98 9.-40 0.57 
106 a 75 0.29 0.44 0.44 0.51 0.68 0.24 0.43 
75 a 63 16.69 20.09 8.88 13.48 28.77 14.85 0.28 
63 a 38 3.71 5.71 3.03 3.41 6.16 3.38 0.31 
menos de 38 66.37 35.55 68.75 44.72 34.89 67.96 0.00 
Los resultados de la Figura 3, indican que para este mineral en particular, el oro y el 
arsénico están asociados principalmente a nivel de cristales de arsenopirita, dada su distribución 
homogénea a través de cada malla, independientemente del tamaño de partícula, mientras que el 
fierro tiene una distribución diferente. Este dato fue confirmado por microanáüsis, el cual mostró 
que un 30% del oro estaba libre y un 70% estaba incluido a nivel de cristales de arsenopirita 
(Marcos Monroy, UASLP, comunicación personal). Este hecho corrobora la ventaja de utilizar 
una bacteria mejorada en su resistencia a arsénico, para incrementar la recuperación de oro en este 
tipo de minerales refractarios con alto contenido de oro. 
Otros datos adicionales de utilidad práctica que aporta este tipo de análisis, es el de que 
nos permiten determinar el grado apropiado de molienda del concentrado refractario, para que se 
dé una interacción apropiada microorganismo-mineral durante el proceso de biolixiviación y que 
permita una exposición adecuada del metal precioso al cianuro, con lo que se obtendría una mayor 
recuperación de oro. 
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Figura 3. Distribución de oro, arsénico y fierro de acuerdo al tamaño de partícula. Esta figura 
muestra los tamaños de partícula en micrómetros y su distribución porcentual conforme a las 
mallas empleadas en este estudio. 
Proceso de Biolixiviación. Una vez que ya se tenía una caracterización completa tanto de ios 
microorganismos como del mineral refractario que contenía oro, se procedió a probar la capacidad 
tanto de la cepa nativa como de la cepa mejorada en un proceso de biolixiviación, seguido de una 
cianuración, para incrementar los rendimientos de recuperación de oro. Dos series de matraces se 
prepararon con inóculos independientes de las cepas TI y T18, y un tercer matraz sin inoculo 
sirvió como control estéril. La cinética del proceso de biolixiviación fue monitoreada, 
determinando la concentración de fierro total, la oxidación de fierro ferros o, el incremento del 
fierro férrico, la solubilización del arsénico total, y el incremento del pH en el licor de lixiviación. 
El pH inicial en todos los matraces fue de 2.3, en los matraces inoculados con Thiobacillus 
la acidez del medio se incrementó conforme progresaba la actividad bacteriana, alcanzando un 
pH=l .5 al vigésimo primer día. Este disminución fue debida al ácido sulfürico generado por el 
microorganismo, a diferencia del control sin microorganismos en el cual el pH permaneció sin 
cambios durante todo el proceso 
Los resultados de la cinética de oxidación química (mineral control no lixiviado) y 
biológica (minerales lixiviados) de la Figura 4, muestran que exclusivamente en los minerales 
tratados con microorganismos existe una solubilización de fierro total, y un decrecimiento del Feíl 
conjuntamente con un incremento del ión FelII, debido a la oxidación biológica generada por las 
bacterias. Si bien en las pruebas realizadas en medios de cultivo sintéticos se observó una actividad 
similar de oxidación de fierro ferroso con la cepa nativa y la cepa resistente a arsénico (ver Figura 
l). en presencia del mineral se presentó una diferencia notable, la velocidad de oxidación de la 
cepa TI 8 fue superior 3 veces en relación a la cepa TI, y comparado con el grado de oxidación 
química en el mineral no tratado, fue mayor aproximadamente 500 veces. 
T h o u s a n d s 
-&-T1 Fe t + T 1 Fell FelII - • - T 1 8 Fet 
T 1 8 Fell ^ T 1 8 FelII -^ -Cont ro l 
Figura 4. Cinética de oxidación del Fe ferroso en minerales tratados y no tratados con microorganismos. 
En el eje de las "y" se indica los valores expresados en miles de ppm de cada elemento; en el eje de la "x" 
los tiempos de tratamiento, expresados en días. 
Estos datos sugieren que aunque ambas cepas son capaces de oxidar fierro, puede ser 
posible que algún elemento tóxico presente en el concentrado, puede ser responsable de la 
inhibición de la actividad metabólica de la cepa nativa. Debido a que las principales diferencias 
entre TI y T18, es el grado de resistencia al arsénico, el cual esta presente en una cantidad 
considerable (2.1%), consideramos que la bacteria mejorada tiene la ventaja de resistir mayores 
cantidades del metal y además, también tiene una mayor oxidación sobre los minerales de 
arsenopirita, que es donde se encuentra el arsénico. Estos resultados confirman nuestra hipótesis 
de trabajo de que la utilización en biolixiviación de una cepa mejorada en su resistencia ai arsénico, 
ejercería una mayor capacidad oxidativa sobre minerales de arsenopirita. 
Durante la acción biológica de T. ferrooxidans sobre un mineral de sulfuro de fierro y 
arsénico, como es la arsenopirita, sería de esperarse que asociado al incremento de la oxidación 
del fierro ferroso, hubiera un solubilización concomitante del arsénico, ya que hemos demostrado 
que en este mineral en particular existe una estrecha asociación entre estos dos elementos. Para 
probar que efectivamente además de un incremento en la oxidación de fierro por la cepa TI 8, se 
presentaría un incremento en la solubilización de arsénico, simultáneamente al muestreo de la 
cinética de oxidación de fierro reportado en la figura 4, se tomaron alícuotas que fueron sometidas 
a un análisis para determinar las concentraciones totales de arsénico. Los resultados de la Figura 5, 
indican que si bien, ambas cepas son capaces de lixiviar arsénico, se confirma nuestra predicción 
de que la cepa TI 8 es metabóÜcamente mas activa, encontrando un valor superior en 1.6 veces en 
relación a la actividad de la cepa TI. 
Otro dato a favor de nuestra hipótesis, es que después de un período de equilibrio, existe 
un periodo estrecho durante el proceso - entre 12 y 13 días - donde la mayor cantidad de 
solubilización de arsénico es alcanzada, lo mismo que se observó para el fierro (ver figura 4), sin 
cambios considerables a través de un período largo de tiempo. Esto confirma que por lo menos 
con este tipo de mineral y esta bacteria utilizada, existe una estrecha relación, entre la oxidación de 
fierro y arsénico 
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Figura 5. Cinética de soiubilización del arsénico total en minerales biolixiviados y no 
lixiviados. El eje de las "x" indica el período de tiempo expresado en días; y el eje de las "y" 
las ppm de arsénico. 
Proceso de cianuración. La recuperación de oro a partir de minerales refractarios por cianuración 
directa, es parcial y limitado. Esto se debe, principalmente, a la presencia de diferentes elementos 
en el mineral que actúan como cianicidas y al reaccionar con el cianuro compiten con el oro y 
otros metales preciosos, independientemente de la inclusión del oro dentro de la estructura 
cristalina del mineral, al cual no tiene acceso el cianuro, y por lo tanto es incapaz de reaccionar 
con él y solubilizarlo. Una biolixiviación previa, puede ser de utilidad para producir un incremento 
en la recuperación del oro; sin embargo, la presencia de algunos elementos tóxicos en el mineral 
pueden representar un inconveniente, debido a su potencial efecto inhibitorio sobre el crecimiento 
de los microorganismos. Como se ha mencionado anteriormente uno de estos elementos puede ser 
el arsénico. Los resultados de oxidación de fierro y de soiubilización de arsénico en los minerales 
biolixiviados, nos permitieron tener confianza en que la utilización de la cepa TI 8 en la 
biolixiviación de este mineral, produjera rendimientos sensiblemente mayores en la recuperación de 
oro por cianuración, a los obtenidos con la cepa nativa. 
El mineral utilizado en este estudio, fue un concentrado de pirita y arsenopirita, 
conteniendo 9.8 g de oro por tonelada. Los resultados de la Figura 6, muestran que efectivamente 
la cepa TI es capaz de generar una recuperación 6 veces mayor que el mineral no tratado, lo que 
pone de manifiesto la utilidad de la biolixivíación como pretratamiento y además, se confirma la 
predicción de este trabajo de que la cepa T18 aumentaría los rendimientos de recuperación de oro, 
en particular, nuestra cepa resistente mejora casi dos veces la recuperación de oro lograda con la 
cepa nativa, y diez veces los rendimientos obtenidos con el mineral no tratado. Este incremento 
considerable en la recuperación de oro es económicamente importante porque significa, que para 
este tipo particular de mineral, un proceso de cianuración directa solo produce una recuperación 
de 7.5%, ésta es aumentada hasta un 45% utilizando una cepa nativa y a un 75% con una cepa 
mejorada en su resistencia al arsénico. 
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Figura 6. Recuperación de oro a partir de concentrados con pirita y arsenopirita. 
Estos datos fueron corroborados analizando el oro remanente en las "colas" de 
cianuración, el cual no fue lixiviado por la solución de cianuro y los resultados obtenidos fueron de 
9.6 g/t para el mineral no lixiviado, 5.2 g/t para el mineral tratado con la cepa TI y 2.3 g/t para el 
mineral tratado con la cepa TI 8. Nuestro resultados se asemejan a los obtenidos por Lawrence 
(1994), quien al trabajar con cepas aisladas de distintas minas, encontró que las mejores cepas 
permitieron recuperaciones de oro de hasta un 80%. 
CONCLUSIONES 
1.- Logramos aislar un total de 29 cepas de Thiobacillus ferrooxidans a partir de minas con 
alto contenido de pirita y arsenopirita. 
2.- Las cepas nativas y resistentes al arsénico, mostraron niveles similares de resistencia 
natural a los metales pesados (Cu, Ag, Mo y Cd), con excepción del mercurio. 
3.- Obtuvimos una cepa con alta resistencia a arsénico (1800 ppm). La cual también presentó 
resistencia a Hg (15 ppm). 
4 - La cepa T18 desarrolló mejor actividad metabólica en el proceso de biolixiviación. 
5.- Ambas cepas lixivian fierro y arsénico, mostrándose un incremento con la cepa TI 8 de 3 y 
1.5 veces para fierro y arsénico, respectivamente, con respecto a la cepa nativa. 
6.- La recuperación de oro, por cianuración, se incrementa substanciaJmente con la 
biolixiviación comparando con minerales sin tratamiento. 
7.- La cepa resistente produce un incremento de 1.6 y 10 veces con respecto al mineral 
tratado con la cepa nativa y el mineral no biolixiviado, respectivamente. 
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